
Europaisches Patents mt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



/ 

© VerSffentlichungsnummer: 



0 081 122 

A1 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 82110701.8 
@ Anmeldetag: 19.11.82 



©IntCI. 3 : C 07 C 103/52 
A 61 K 37/02 



® 



Priorttftt: 08.12L81 DE 3149161 
07.09.82 DE 3283679 



@ VerOffentltehungstagderAnmeldung: 
15.06^3 Pvterrtblatt 83/24 

@ Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE FR GB IT U LU NL SE 



©Anmelder: Helopharm W. Petrlk & Co.KG. 
Waldstrasse 23-25 
D-1000 Berlin S1(DE) 

@ Erfinder: Meyer-GIauner, Wilhelm, Dr.med. 
Afbweg 8 

D-740OT0blngen(DE) 

@ Erfinder: Echner, Hart mut, Dipl. Chem. 
Bachgassa 15 
D-7400Tubingen{DE) 

© Vertreter: Miehe, Manfred, Dipl.-Chern. 
Faikenried 4 
D-1000 Berlin 33(DE) 



© Carrier Trtpeptfd mrt antrfungfscher Wirksamkeft. 

@ Ea warden Carrier-Tri peptide des Typs l-Arg-X-L-phe 
geachaffen bel dem X eine atypische Aminosfiure mit einem 
gegebenerrfalls substrtuierten Phenylreat ist, wobei Insbe- 
aondere WIrkaamkert gegen Candida albicans, Candida tropi- 
calte und trichophyton metagrophytes featgestellt wird. 
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Es 1st bekannt, daB Oligopeptide physiologische Wirksamkeit 
besltzen. So weisen das Oxytocin und Vasopressin als Hinter- 
lappenhormone neun Aminosaurereste auf . Das Phalloidin 
als Giftstoff des Knollenblatterpilzes weist sieben Amino- 
saurereste auf. 

Es 1st aber auch bekannt, daB relativ niedermolekulare 
Oligopeptide z.B. bei der Zellatmung wichtige physiolo- 
gische Funktionen austtben. So bewirkt das Tripeptid 
Glutathion, das das L-Glutaminyl-L-cysteinyl-L-glycin ist, 
die Funktion eines intermediaren Wasserstof fubertragers 
in der Atmungskette im Zusammenhang mit der ATP-Bildung 
auf, und zwar aufgrund der reversiblen Oxidation der HS- 
Gruppe des Cysteinbausteins. 

Es gibt zahlreiche biochemische Antagonisten Oder Antimeta- 
boliten, deren Wirkungsmechanismus teilweise noch ungeklart 
1st. Ein bekanntes einf aches Beispiel stellt die vor etwa 
50 Jahren eingefiihrte Sulfonamidtherapie dar, die das erste 
Beispiel in der Medizin 1st fur das Anwenden eines Anta- 
gonisten, der ein Strukturanaloges der p-Aminobenzoes&ure 
ist, die-fur die bakterielle Folsaurebiosynthese erforder- 
lich ist, so daS die Mikroorganismen aufgrund des Einbaues 
einer falschen Verbindung zum Absterben gebracht werden. 

Es ist weiterhin bekannt geworden, daB es auf dem Gebiet 
der niederen Oligopeptide Antimetaboliten geben kann. So 
wurde festgestellt , daB das durch Keratinophyton terreum 
gebildete L-Arginyl-D-allothreonyl-L-phenylalanin eine 
antifungische Wirksamkeit besitzt. (Synthese, biologische 
Aktivitat und medizinische Bedeutung von Peptiden der 
Sequenz L-Arg-X-L-phe . Universitat Tubingen, Dissertation 
1975). Im Hinbllck auf die ungewShnliche D-Konf iguration 
des mittelstandigen Aminosaurerestes sind Tripeptide syn- 
thetisiert worden, die in der Mittelstellung N-a-Methyl 
Oder D-Aminosaurereste aufweisen. Es wurde hierbei gefunden, 
daB von den untersuchten Tripeptiden L-Arginyl-D-phenyl- 
alanyl-L-phenylalanin und L-Arginyl-N-a-methyl-L-phenyl- 
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alanyl-L-phenylalanin bezttglich ihrer blologischen Wirk- 
samkeiten der oben genannten natiirlich vorkommenden Ver- 
bindung am nSchsten kommen. Diese Peptide zeigen jedoch 
gegenuber Problemkeimen wie insbesondere Candida albicans 
keinerlei Oder nur eine sehr schwache wachstumshemmende 
Aktivitat. 

Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, durch weitere 
molekulare Veranderungen des mittelstSndigen Bausteins, im 
nachfolgenden X genannt, der eingangs genannten Verbindung 
L-Argenyl-X-L-phenylalanin, Verbindungen herzustellen, die 
bestiromte zweckmSBige physiologische Eigenschaften aufweisen. 

Diese Aufgabe wird nun in erf indungsgemSBer Weise durch 
die Struktur L-Arg-X-L-phe gelost, bei der X eine atypische 
Aminosaure mit einera gegebenenfalls substituierten Phenyl- 
rest ist. 

Es wurde iiberraschenderweise gefunden, daB die Verbindungen 
1 und 2 nicht nur eine vergleichbare biologische Aktivitat 
wie die eingangs genannte, natiirlich vorkommende Verbindung 
L-Arg-D-allothre-L-phe besitzen, sondem daruber hinaus 
auch sehr gute Wirksamkeit gegen insbesondere Candida 
albicans aufweisen • Die Verbindungen 5, 6, 7 und 8 zeigen 
eine sehr gute Wirksamkeit gegemiber Candida albicans, 
Candida tropicalis, aspergillus fumi/gatus und aspergillus 
flavus. Daruber hinaus weist die Verbindung 5 erstmals 
Wirksamkeit auf gegenuber Candida tropicalis und in dieser 
Serie insbesondere dem Pilz trichophyton metagrophy tes • 
Es sind die folgenden Tripeptide der Struktur L-Arg-X-L-phe 
hergestellt und auf ihre biologische Aktivitat untersucht 
wor den . 

1 . L-Arginyl-p-F-DL-phenylalanyl-L-pheny lalanin 

2 . L-Arginyl-m-F-DL-tyrosyl-L-pheny lalanin 

3 . (CH 3 C0-) -L-arginyl-p-F-DL-phenylalanyl-L-phenylalanin 

4 . L-Arginyl-p-F-DL-phenylalanyl-L-pheny lalanin- (NH 2 ) 

5. L-Arginyl-p-J-phenylalanyl-L-pheny lalanin 
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6 . L-Arginyl-p-methoxyphenylalanyl-L-phenylalanin 

7 . L-Arginyl-p-nitrophenylalanyl-L-phenylalanin 

8 . L-Arginy 1-p-Br-pheny lalany 1-L-phenylalanin 

Der Erfindungsgegensatnd wird nachfolgend beispielsweise 
erlautert. 

Beisplel 1 

Die Herstellung der Verbindungen erfolgte aus den drei 
Kamponenten vermittels des Merrifield Verfahrens (Fest- 
stof fphase-Verf ahren) . Hierbei erf olgt zunSchst eine 
Chlormethylierung eines Copolymeren aus 9 8% Styrol und 
2% Diviny Ibenzol , sodann Anesterung der N-t-BOOAminosaure 
an das Tragerharz in Form des genannten Copolymer , Anwen- 
den von DCCI als Kupplungsreagens und sodann AblSsen des 
fertigen, geschiitzten Peptids als frele SSure mit Brom- 
wasserstoffsSure und TrifluoressigsSure oder Eisessig Oder 
mit Bor. Die Acetylierung des N-terminalen L-Argininrestes 
mit Acetanhydrid/Pyridin wird vermittels des Verfahrens von 
Merrifield ausgeftihrt. Die a-Carboxamidbildung an dem C- 
terminalen L-Phenylalanin wird vermittels eines Verfahrens . 
durchgeftthrt , bei dem ein Benzhydrylamin-Harz angewandt 
wird. Nach der Fluorwasserstof f abspaltung werden die Pep- 
tide vermittels Saulenchromatographie mit Silikagel ge- * 
reinigt. Die Peptide werden bei 4°C mit n-Butanol:H 2 0: 
Essigsaure in einem Verhaltnis von 4:2:1 eluiert. Die bei 
den antifungischen Untersuchungen angewandten Tripeptide 
erwiesen sich als homogen vermittels DUnnschichtchromato- 
graphie an Silikagel unter Anwenden von drei LSsungsmittel- 
systemen. Die relativen Aminosaure-Zusammensetzungen werden 
unter Anwenden eines Beckman 121 AminosSureanalysators be- 
statigt. 

Belspiel 2 

Die antifungischen Wirksamkeiten werden gegemiber Testiso- 
laten von Paecilomyces varioti und Mucor miehei, Candida 
albicans, Candida tropicales, Candida pseudotropicales , 
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Candida krusei, aspergillus f umatus , aspergillus niger und 
weiteren auf einem komplexen Medium und Malzextrakt-Agar 
untersucht . 

In der beigefiigten Tabelle I sind die kleinsten inhibieren- 
den Konzentrationen der beiden beispielsweisen erfindungs- 
geroaBen Tripeptide 1 und 2 denjenigen der freien Antimeta- 
boliten gegeniibergestellt anhand des Beispiels Candida 
albicans. Die Dntersuchungen wurden in einem yeast nitrogen 
base Medium mit einem Glukosegehalt von 2% und einem p H ~Wert 
von 7,2 durchgefiihrt. Die Zellzahl zu Versuchsbeginn be- 
lSuft sich auf 10 4 /ml. Die Tests werden in Mikrotiterscha- 
len durchgefiihrt ur.d es wird 24 Stunden bei 30°C inkubiert. 
Der N-terroinal acetylierte Abkommling des Peptids 1 , die 
Verbindung 3 und der C-terminal amidierte AbkSmmiing des 
Peptids 1, die Verbindung 4, besitzen eine auf etwa 50% 
reduzierte Aktivitat des Peptids 1 , zeichnen sich aber da- 
durch aus, dafl sie durch Carboxypeptidasen schwerer spaltbar 
sind. 

Keines der Peptide zeigt antibakterielle Wirksamkeiten 
gegeniiber Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Klebsiella 
pneumoniae und Bacillus subtilis. Auch hier ist es wiederum 
von Interesse festzustellen, daB die Aminos aure- Ant agonist en 
p-F-DL-Phenylalanin und B-2-DL-Thienylalanin, die gegeniiber 
einigen Bakterien Wirksamkeit zeigen, dieselbe dann verlie- 
ren, wenn sie in Tripeptiden der angegebenen Formeln vor- 
liegen . 
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Die Tripeptide 5, 6, 7 und 8 wurden gegenttber Candida albicans, 
Candida tropicalis, aspergillus fumigatus und aspergillus 
flavus ge tested beziiglich der minimalen inhibierenden Konzen- 
tration MIC 5C und MIC 100 und dieselbe mit dem freien Metabo- 
liten verglichen. 

Die Versuchsergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen wieder- 
gegeben, die zum einen die minimal inhibierenden Konzentratio- 
nen fiir 50 und 100 fiir die erf indungsgemSBen Verbindungen, und 
zum anderen fur den freien Metaboliten wiedergeben. 

Tabelle II 



Verbin- 
dung 


Candida albi- 
cans^ 

mc iH mic 10 ° 


Candida tro- 
picalis 

MIC 50 MIC 100 


aspergillus 
fumigatus 

MIC 50 MIC 100 


aspergillus 
flavus 

MIC 50 MIC 1 °° 


5 


4 


8 


4 


16 


• 

2 4 


2 32 


6 


32 


64 


4 


16 


32 32 


16 64 


7 


32 


64 


32 


64 


64 64 


32 64 


8 


16 


32 


8 


16 


4 16 


8 16 








Tabelle III 






Verbin- 
dung 


Candida albi- 
cans 

MIC 50 MIC 100 


Candida tro- 
picalis 

MIC 50 MIC 100 


aspergillus 
fumigatus 

MIC 50 MIC 100 


aspergillus 
flavus 

MIC 50 MIC 1 °° 


p-J-Phe- 
nylalanin 


64 


>128 




>128 


16 32 


16 64 


p-Methoxy- 
phenylalanin 


>128 




>128 


>128 


>128 


p-Nitrophenyl- 
alanin 


>128 




>128 


64 >128 


128 >128 


p-Br-phenyl- 
alanin 


>128 




>128 


16 128 


32 >128 



Die tabellarisch zusammengef aBten Versuchsergebnisse zeigen, 
dafi diese erf indungsgemafien Verbindungen eine hohe antifungi- 
sche Wirksamkeit gegeniiber einer Mehrzahl an Pilzen aufweisen, 
die von grofier klinischer Bedeutung sind. 
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Die Tabelle III zeigt die relative Unwirksamkeit der freien 
Metaboliten, die als atypische Aminosaurekomponente in den 
Tripeptiden aufgrund eines bisher noch nicht vollstMndig ge- 
kl&rten Mechanismus durch die beiden herkommlichen , endstan- 
5 digen Aminosauren in dera zu bekampf enden Mikroorganisrous 

wirk8am werden. 

Das Tripeptid 5 ist erstmals wirksam gegen Candida tropicalls. 

Mit der Synthese diser neuen Verblndungen ist es zum ersten 
Mai gelungen, in dieser Serie den Pllz trichophyton 
lO metagrophytes zu hemmen. 

Es werden jeweils 10Owg Tripeptid bzw. freier Metabolit pro 
Milliliter physiologische Natriumchloridlfisung angewandt 
und in Pilterrondellen (Firma Oxoid) eingeftthrt und sodann 
getrocknet. Es erfolgt eine tlberfuhrung in mit Agar-Nahrmedium 
15 beschickte Petrischalen. Die Inkubierung wird 36 bis 72 Stun- 

den bel 37°c ausgefuhrt. Die Versuchsergebnisse sihd in der 
folgenden Tabelle IV angegeben, wobei TM = trichophyton 
metagrophytes und i-= inkomplett (keine vollstandige Wlrksam- 
keit) bedeuten. 

!o Tabelle IV 

Verblndung Pilz Hemmzonendurchmesser freier Metabolit 

5 TM 33 ™ ~ 0 

6 TM 20 0 

7 TM 19i i 
58 TM 28 16 

Die erfindungsgemSBen Verblndungen zeichnen sich gegeniiber den 
vorbekannten Verblndungen insbesondere dadurch aus, daB ein 
breiterer Wirkungsbereich gegeniiber pathogenen Pilzen gegeben 
ist. Wahrend p-F-DL-Phenylalanin gegeniiber Candida albicans 
3 nicht wirksam ist, zeigt sich eine ausgepragte Wirksamkeit 

wenn diese Verbindung als X in dem eingangs genannten Tripep- 
tid vorliegt. So werden alle iiberpriiften Candida albicans 
Isolate durch weniger als 128 yg/ml des Peptids 1 inhibiert, 
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wMhrend der freie Arainosaureantagonist keine Inhibierung bei 
einer Konzentration bis zu 256 ug/ml zeigt. Auf der molaren 
Grundlage weist dieses Tripeptid somit eine mehr als 20-fach 
gr5fiere Wirksamkeit gegeniiber 80% der Uberprtiften Isolate 
auf. Candida krusei, es werden 10 Isolate ttberpruft, und 
Cryptococcus neoformans, es werden 4 Isolate iiberpriift, 
werden durch keine der erf indungsgemaBen Verbindungen inhi- 
biert. 
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Carrier Tripeptid rait antifungischer Wirksarakeit 



Paten tansprflche 

1. Carrier-Tripeptid mit antifungischer Wirksamkeit, g e - 
kennzeichnet durch die Struktur L-Arg-x-L-phe , 
bei der X eine atypische Aminosaure mit einein gegebenen falls 
aubstituierten Phenylrest 1st. 

2. Carrier-Tripeptid nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 
z e 1 c h n e t , dafl es L-Arginyl-p-F-DL-phenylalanyl-L- 
phenylalanin , L-Arginy 1-m-F-DL-tyrosy 1-L-pheny lalanin , 
(CH3CO-) -L-Arginyl-p-F-DL-phenylalanyl-L-phenylalanin , 
L-Arginyl-p-F-DL-phenylalanyl-L-phenylalanin-(NH 2 ) , L-Arginy 1- 
p- J-pheny lalany 1-L-pheny lalanin , L-Arginy 1-p-methoxypheny 1- 
alanyl-L-phenylalanin , L-Arginyl-p-nitrophenylalanyl-L— 
phenylalanin, L-Arginyl-p-Br-phenylalanyl-L-pheny lalanin 1st. 

3. Antifungisches Mittel zur systeraischen Oder lokalen Behand- 
lung von insbesondere durch Candida albicans bedingte Piiz- 
erkrankung, gekennzeichnet durch einen Gehalt 
der Carrler-Peptlde nach Anspruch 1 . 
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